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1 UVOD  
Škodljivci, kot so žuželke, predstavljajo veliko grožnjo za oskrbo naraščajoče populacije s 
hrano. Potencialni izkoristek celotnega pridelka je pod močnim vplivom direktnih in indirektnih 
učinkov teh škodljivcev. Direktna škoda vključuje deformacije, nekrozo in mehanske poškodbe 
rastlinskega tkiva in organov. Indirektni učinki pa vključujejo slabšo kakovost pridelka in 
povečano ceno pridelave (Bardner in Fletcher, 1974). Na površinah, kjer ni vpeljanih nobenih 
kontrolnih postopkov, je ocenjena letna izguba pridelka zaradi insektov okoli 18 % (Oerke, 
2006). Žuželke so škodljivci širokemu spektru kmetijskih rastlin, kot so bombaž, čičerika, 
paradižnik, koruza, sončnica, tobak in drugim. Trenutno so v uporabi različne strategije, s 
pomočjo katerih se kmetje spopadajo s temi škodljivci. Te strategije vključujejo mehanske, 
biološke, kemijske in transgene pristope. Njihov cilj je učinkovito obvladovanje insektnih 
škodljivcev. Mehanske metode vključujejo ročno ali strojno pobiranje in ujetje žuželk. Uporaba 
parazitov ali naravnih plenilcev spada pod biološke pristope. Ti pristopi so lahko dostopni, 
cenovno ugodni, priročni, nimajo negativnih učinkov na okolje in so kompatibilni z drugimi 
strategijami (Mamta in Rajam, 2017). Vendar je za njih potrebno usposobljeno osebje, so 
časovno zamudne in uporabne so le na manjših površinah. Kemijske metode temeljijo na 
uporabi toksičnih substanc, ki motijo eno ali več vitalnih poti, npr. inhibicijo encimov. Ta 
strategija je bolj učinkovita in hitrejša od prej naštetih. Njihova glavna slabost je 
biomagnifikacija in kopičenje v okolju (Stenersen, 2004). 
 
Zaradi tega, je nujno iskati nove, izvirne in učinkovite alternativne pristope za razvoj sort 
odpornih proti insektnim škodljivcem. V zadnjem času so znanstveniki s pomočjo 
biotehnologije razvili nove metode, ki so učinkovito zmanjšale škodo, povzročeno s strani 
žuželk in ob enem predstavile alternative, brez omejitev, ki jih imajo tradicionalni in kemijski 
pristopi. Transgene metode so bolj specifične za tarčni organizem in konstantno ter v velikih 
količinah proizvajajo insekticidne proteine znotraj transgene rastline. Insekticidni proteini, kot 
so endotoksin iz Bacillus thuringiensis (Bt), alfa-amilazni inhibitorji, lektini, sekundarni 
metaboliti, so pridobljeni iz različnih bakterijskih, rastlinskih in virusnih virov (Stevens in sod., 
2012). Transgene rastline, ki izražajo Bt endotoksin, so bile do sedaj zelo uspešne pri 
zmanjševanju škode zaradi škodljivcev in so bistveno zmanjšale uporabo kemičnih pesticidov 
(James, 2014). Bt toksin žuželke upočasni, zaradi njega prenehajo jesti rastline in nato poginejo. 
Vendar se je tudi tukaj pojavil problem. Žuželke so razvile rezistenco na Bt toksin (Tabashnik 
in sod., 2013). Pojav rezistence je lahko posledica večih faktorjev, kot so sub-optimalna 
ekspresija toksina v transgeni rastlini, mutacija v tarčnem genu tarčnega škodljivca, sinteza 
neobčutljive proteaze, sprememba v sestavi membrane,…  
 
Veliko vrst žuželk je rastlinojedih in so, v procesu evolucije, prilagodile svoj metabolizem tako, 
da toksini, ki jih rastline izločajo, nimajo učinka. Ker so vse informacije, ki žuželkam 
omogočajo obrambo proti strupom, shranjene v njihovem genskem zapisu, bi veliko pomenilo, 
če bi te gene poznali in jih znali utišati. To nam omogoča RNA interference (RNAi). RNAi je 
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naravni mehanizem, ki je prisoten znotraj vseh evkariontov, vključno z žuželkami (Bramlett in 
sod., 2019). Pri RNAi problemov z odpornostjo žuželk ni, saj gensko spremenjene rastline, pri 
pobijanju žuželk, izkoriščajo mehanizem utišanja genov, ki ga insekti že imajo in uporabljajo. 
Zato je RNAi šibka točka imunskega sistema žuželk in drugih živali. Žuželke, ki izklopijo RNA 
interferenco, zato da se lahko varno prehranjujejo z gensko spremenjenimi rastlinami, bodo 
najverjetneje poginile ravno zaradi pomanjkanja tega imunskega odgovora in posledično višje 
dovzetnosti za virusne okužbe. Dokler niso naredili novih raziskav na področju RNAi, so bile 
v boju proti žuželkam  najbolj učinkovite rastline, ki so sintetizirale protein Bt toksin (Mamta 
in Rajam, 2017). Številni tehnološki napredki in preciznost v ciljanju genov, so omogočili 
številne potencialne aplikacije mehanizma RNA interference. Ta mehanizem predstavlja 
popolnoma nov način delovanja, ki se razlikuje od vseh do sedaj znanih in uporabljenih tehnik 
za varstvo rastlin pred škodljivci. V nadaljevanju se bom osredotočila na uporabo RNAi 
tehnologije za nadzor rastlinskih škodljivcev.  
 
 
Slika 1: Shema obstoječih metod za varstvo rastlin pred rastlinskimi škodljivci, njihove tarče in učinek delovanja. 
RNAi predstavlja povsem nov način delovanja (prirejeno po Bramlett in sod., 2019). 
2 TEHNOLOGIJA RNA INTERFERENCE  
Pripisovanje strukture in funkcije genu in uravnvanje njegove ekspresije za pojav želenega 
fenotipa  še vedno predstavlja velik izziv za znanstvenike. Najlažji pristop k iskanju odgovorov 
na te izzive je z utišanjem gena, ki povzroči spremembo v fenotipu. Utišanje genov je lahko 
izvedeno na transkripcijskem (TGS) in posttranskripcijskem nivoju (PTGS) (Gura, 2000). 
Transkripcijsko utišanje genov (TGS) temelji na ciljanju genov na nivoju DNA, pri čemer se 
spreminja učinkovitost promotorjev in ojačevalcev, metilacija genov in delecija delov genov, s 
homologno rekombinacijo, transkripcijsko aktiviranimi efektorskimi nukleazami (TALENs) in 
kratkimi palindromskimi ponovitvami (CRISPR)/Cas sistemi (Kim in Kim, 2014). PTGS 
tehnike pa se zanašajo na razpad mRNA z različnimi pristopi, kot so ribocimi, miRNA in RNAi. 
Zotler T. Uporaba tehnologije RNAi za zatiranje rastlinskih škodljivcev. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
3 
Post-transkripcijsko utišanje genov (PTGS) je bilo sprva omejeno le na rastline. V zadnjih nekaj 
letih pa je postalo jasno, da se PTGS pojavlja tako pri rastlinah kot tudi živalih in ima 
pomembno vlogo pri obrambnem mehanizmu pred virusi (Scherer in Rossi, 2003). 
 
RNAi se je razvila kot obrambni mehanizem proti virusom in mobilnim genetskim elementom, 
kot so transpozoni, ki lahko vplivajo na integriteto genomske DNA. Kot obramba pred virusi 
deluje tako, da imunski sistem prepozna dvoverižno RNA, ki jo imajo nekateri virusi. 
Organizem jo prepozna in uniči. Enako se zgodi z vsemi RNA zaporedji, ki so identična 
virusnemu. Tak mehanizem prepreči podvojitev virusa znotraj celice, lahko pa se ga uporabi 
tudi za preučevanje funkcije posameznih genov ali varstvo rastlin pred žuželkami (Obbard in 
sod., 2009). 
 
Fenomen RNA interference so v središče postavili Fire in sod. (1998), ki so nedvoumno 
dokazali biokemijsko naravo delovanja genskega utišanja z vnosom prečiščene dvoverižne 
RNA (dsRNA) direktno v telo Caenorhabditis elegans. Injicirana dsRNA, v gonade ali telesno 
votlino odrasle nematode, je ustrezala 742 dolgemu nukleotidnemu segmentu unc22 gena. Ta 
gen nosi zapis za obilen vendar neesencialen miofilamentni protein. Zmanjšanje aktivnosti gena 
unc22 naj bi povzročilo zelo opazen trzajoč fenotip nematode. Izkazalo se je, da so imeli 
tretirani posamezniki manj opazno trzanje telesa, medtem ko so njihovi potomci izrazili zelo 
močan trzajoč fenotip. Poleg tega so našli še 4 podobne gene, ki so povzročili podoben odziv z 
izgubo določene tarčne funkcije. Fenotipi, ki so nastali z vnosom različnih dsRNA, so bili zelo 
specifični. S tem eksperimentom so dokazali, da mehanizem povzroči utišanje funkcionalnih 
genov na sekvenčno specifičen način z vnosom eksogene dsRNA. Ta pojav so poimenovali 
RNA interferenca (Fire in sod., 1998).  
  
Potencial tega mehanizma je v zadnjih letih sprožil revolucijo v raziskovanju celičnih funkcij 
genov. Transkripcijska regulacija z RNAi tehnologijo predstavlja enostaven način za 
identifikacijo in odziv celičnih karakteristik na znotrajcelične in zunajcelične signale. 
Aplikacije RNAi tehnologije niso ostale neopažene na področju kmetijstva. Tekom let je prišlo 
do napredka na večih področjih, kot so razvoj, sinteza in dostava dsRNA. Vse to je vodilo do 
razvoja aplikacij RNAi za varstvo rastlin (Gordon in Waterhouse, 2007). 
3 MEHANIZEM UTIŠANJA 
Aplikacija RNAi tehnologije za varstvo rastlin pred škodljivci temelji na vnosu dsRNA v telo 
žuželke, kjer po vstopu v celice utiša tarčni gen preko siRNA poti. DsRNA je lahko sintetizirana 
znotraj celice ali pa v organizem vstopi iz zunanjega vira. Ob vstopu v celico je eksogena 
dsRNA izpostavljena različnim znotrajceličnim encimom. Proces utišanja se začne s cepitvijo 
dolgih dvoverižnih RNA molekul v male interferenčne RNA (siRNA), fragmente dolge od 21 
do 25 nukleotidov v citoplazmi (Zamore in sod., 2000; Elbashir in sod., 2001). Ta proces 
katalizira encim imenovan Dicer (Zeng in Cullen, 2002). Nastali siRNA fragmenti so nato 
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vnešeni v proteinski multikompleks, ki je poznan pod imenom RISC (RNA induced silencing 
complex). To vodi v aktivno konformacijo multikompleksa RISC. Argonaute2 (AGO2) protein, 
ki je del RISC kompleksa, odcepi smerno (sense) verigo in protismerna/vodilna (antisense) 
veriga ostane vezana na RISC. Vodilna veriga siRNA vodi kompleks RISC do komplementarne 
tarčne mRNA, kjer pride do homolognega parjenja baz (Agrawal in sod., 2003). To signalizira 
kompleksu RISC, da je čas za endonukleazno razgradnjo homolgne mRNA. Tarčna mRNA je 
razcepljena v centru regije, ki je bila prepoznana s strani komplementarne vodilne verige 
siRNA, to je 10 do 12 nukleotidov stran od 5’ konca siRNA (Elbashir in sod., 2001). S takšno 
razgradnjo tarčne mRNA pride do specifičnega posttranskripcijskega utišanja gena. Princip 
RNA interference deluje zelo specifično, kar je posledica tega, da ima dsRNA specifično 
zaporedje, ki se ujema le z zaporedjem tarčnega gena. Za namene biotehnoloških raziskav in 
aplikacij se za tarčni gen izbere takega, ki nima prevelike podobnosti z geni neciljnih vrst (Joga 
in sod., 2016; Elliot in Ladomery, 2011). 
 
Zadnji korak v mehanizmu utišanja s pomočjo RNA interference je pomnoževanje siRNA 
molekule. Nastanek naslednje generacije siRNA je posledica delovanja encima od RNA 
odvisna RNA polimeraze (RdRP) na tarčni mRNA, kjer poteka replikacija na podlagi prileganja 
že obstoječih siRNA na mRNA. Druga generacija siRNA je ključni dejavnik, ki inducira 
sekundarno RNA interferenco oziroma prehodno RNAi. Prehodna RNA interferenca je 
mehanizem, ki povzroča sistemsko genetsko interferenco v rastlinah (Denli in Hannon, 2003). 
 
 
Slika 2: a) Shema delovanja tehnologije RNA interference na celičnem nivoju. b) Princip delovanja RNAi za 
zatiranje rastlinskih škodljivcev (prirejeno po Bramlett in sod., 2019). 
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4 ENCIMI VKLJUČENI V UTIŠANJE GENOV Z RNAi 
4.1 DICER 
Encim Dicer je endoribonukleaza in spada v družino RNaz-III. Je ključen v procesu utišanja 
genov. Odkrila in poimenovala ga je Emily Bernstein s sodelavci leta 2001. Je evolucijsko 
ohranjen v črvih, muhah, glivah, rastlinah in sesalcih. Njegova naloga je cepitev vezi 
dvovijačne RNA (dsRNA), ki je zunanjega izvora, v male interferenčne RNA (siRNA). Za 
razrez dsRNA je potreben ATP (Zhang in sod., 2002).  
Encim se nahaja v citosolu in je strukturno gledano protein, ki je velik okoli 220-kDa in deluje 
kot antiparalelni dimer. Dicer ima 4 značilne domene: 
 Amino-terminalna helikazna domena, 
 Evolucijsko ohranjena PAZ domena, 
 2 sosednji domeni, ki sta podobni RNazi III, 
 dsRNA-vezna domena. 
 
Encim je sestavljen iz večih poddomen, vsaka izmed njih pa ima svoj namen. Na sprednjem 
delu glave najdemo PAZ domeno, ki prepozna konce dvovijačne RNA. V telesu encima se 
nahajata Rnaza IIIa in Rnaza IIIb domeni. Predstavljata ključno vlogo encima, saj cepita 
dvovijačno RNA na manjše segmente, ki, kot sem opisala zgoraj, vplivajo na utišanje genov 
(Hutvagner in sod., 2001). 
4.2 RISC 
RISC (RNA induced silencing complex) je ribonukleoprotinski encimski kompleks, ki sodeluje 
pri procesu utišanja genov. Aktivno obliko kompleksa RISC sestavljajo proteini družine 
Argonavti (AGO1, AGO2, AGO3), DICER-2 ter različni dsRBP (ang. double stranded RNA 
binding proteins).  Za njegovo aktivno delovanje so potrebni Mg2+ ioni. Osnovni princip 
delovanja kompleksa RISC temelji na vezavi siRNA, z nukleotidnim zaporedjem 
komplementarnim  mRNA molekuli. RISC kompleks se rahlo razlikuje v sestavi med različnimi 
vrstami, vendar je vsem skupno, da imajo vodilno verigo vezano na AGO protein. Ko je mRNA 
vezana na RISC preko vodilne verige, AGO protein razcepi mRNA. Vezava mRNA s 
kompleksom povzroči njen razpad, ter s tem izgubo funkcionalnosti, kar se posledično izrazi z 
utišanjem specifičnega gena. Ko je vodilna veriga visoko komplementarna tarčni mRNA, jo 
RISC razcepi med 10 in 11 komplementarnim nukleotidom. Če je vodilna veriga manj 
komplementarna ne pride do razcepa mRNA ampak do represije translacije. Po opravljenem 
razcepu se vodilna RNA in RISC kompleks ločita. RISC se nato reciklira na ATP odvisen način 
(Ambrus in Frolov, 2009; Tomari, 2009). 
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4.3 RNA HELIKAZA 
RNA helikaze ob porabljanju ATP povzročijo razvijanje dsRNA (Ambrus in Frolov, 2009). 
Zaradi njihove funkcije jih najdemo v 2 fazah v poti utišanja genov z RNAi. Ti dve fazi sta:  
 odvijanje vodilne verige od verige pripete na Dicer in 
 odvijanje vodilne verige RNA od tarčne mRNA. 
Dokazi, da so v RNAi vključene RNA helikaze so, da je ob njihovi odsotnosti znižano utišanje 
genov z RNA interferenco ter, da so našli znane proteinske komponente RNAi poti v 
kompleksih z RNA helikazami. Kljub temu, da so v zadnjem času pripisali vlogo številnim 
faktorjem v RNAi mehanizmu, ostaja specifična biokemijska funkcija RNA helikaz neznana 
(Bleichert in Baserga, 2007). 
4.4 RNA ODVISNA RNA POLIMERAZA (RdRP) 
RNA odvisne RNA polimeraze imajo glavno vlogo pri sintezi intracelularnih dsRNA. 
Posledično sprožijo in amplificirajo RNAi efekt utišanja. RdRP encimi prepoznajo odvečne 
siRNA v sistemu in sintetizirajo protismerne RNA, ki skupaj tvorijo dsRNA. Ta potem služi 
kot tarča za sekvenčno specifično RNA degredacijo (Marker in sod., 2010).  
5 NAČIN PRIVZEMA dsRNA V CELICE PRI ŽUŽELKAH 
Žuželke lahko siRNA privzamejo direktno iz okolja ali tkiva in prenesejo signal iz celice v 
celico. Sistemska RNAi je definirana s sistemskim širjenjem signala za utišanje znotraj telesa 
organizma. Obstajata 2 tipa RNAi: celično avtonomna RNAi in celično neavtonomna RNAi 
(Whangbo in Hunter, 2008). Zmožnost ene same celice za izvajanje mehanizma RNAi se 
imenuje avtonoma RNAi. V tem primeru je mesto proizvajanja ali privzema dsRNA in efektov 
RNAi mehanizma enako. Pri celično neavtonomi RNAi se mesto učinka RNAi mehanizma 
razlikuje od mesta nastajanja ali privzema dsRNA (Baum in Roberts, 2014; Huvenne in 
Smagghe, 2010). Celično neavtonomna RNAi vključuje fenomen okoljske RNAi, ki sproži 
mehanizem utišanja z izpostavljenostjo okolju, kot je na primer namakanje ali hranjenje (Baum 
in Roberts, 2014). Poznani sta dve poti, s katerima lahko razložimo sistemsko utišanje v 
žuželkah, mehanizem privzema dsRNA posredovan s transmembranskimi kanalčki in 
alternativni privzem posredovan z endocitozo (Huvenne in Smagghe 2010; Joga in sod., 2016; 
Xue in sod., 2012).  
5.1 PRIVZEM dsRNA S TRANSMEMBRANSKIMI KANALČKI 
Mehanizem privzema dsRNA posredovan s transmembranskimi kanalčki vključuje 2 
transmembranska proteina, SID-1 in SID-2 (Cappelle in sod., 2016). SID-1 je transmembranski 
protein, ki ga najdemo v vseh ne nevronskih celicah (Winston in sod., 2002). Prenaša dsRNA 
pasivno med celicami C.elegans. SID-2 protein je direktno vpleten v privzem zaužite dsRNA 
in je izražen v črevesnem tkivu črva. SID-2 posreduje v prvotnem privzemu dsRNA direktno 
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iz lumna črevesja ali okolja, medtem ko ima protein SID-1 funkcijo sekundarnega koraka v 
mehanizmu privzema dsRNA in prenaša dsRNA v citoplazmo celice (Capelle in sod., 2016). 
In silico analiza SID-1 homologov T. castaneum, je pokazala, da imajo SID-1 homologi več 
podobnosti s C. elegans tag-130 proteinom, kot SID-1. Odkrili so tudi, da tag130 gen ni vpleten 
v sistemsko RNAi v C. elegans. Iz tega sledi, da SID-1 ni nujen za privzem signalov za utišanje 
v žuželkah. Vendar je možno, da obstaja alternativni mehanizem za privzem dsRNA v žuželkah, 
saj je bil opažen močan sistemski RNAi odgovor v nekaterih žuželkah, kot so komarji in T. 
castaneum, tudi ob odsotnoti SID ortologov (Boisson in sod., 2006; Tomoyasu in sod., 2008; 
Hunter in sod., 2006). 
5.2 PRIVZEM dsRNA POSREDOVAN Z ENDOCITOZO 
Ta model privzema dsRNA deluje tako, da celice žuželk signal za utišanje iz okolja sprejmejo 
preko receptorsko posredovane endocitoze. Ta signal se nato med celicami aktivno širi preko 
intracelularnih vezikov (Tomoyasu in sod., 2008; Saleh in sod., 2006).  
6 NAČINI APLIKACIJE dsRNA 
Na uspešno delovanje RNAi vpliva na kateri način pridejo žuželke v stik z dsRNA. Uspešen 
vnos dsRNA je eden izmed glavnih izzivov s katerimi se soočajo znanstveniki pri razvoju 
uspešnega biopesticida. Je drugi najpomembnejši korak pri razvoju, takoj za identifikacijo 
tarčnega gena. Medtem, ko je mikroinjiciranje uporabna metoda pri študijah funkcijske 
genomike je za uporabo pri varstvu rastlin pred škodljivci, nepraktična (Nunes in Simoes, 2009; 
Walshe in sod., 2009). Bolj uporabni načini so koreninska absorbcija, nanos s škropljenjem 
dsRNA raztopine ali injeciranje v stebla. Vendar učinkovitost škropljene dsRNA ni pri vseh 
organizmih enako učinkovita. Ciljni organizmi se razlikujejo v sposobnosti absorpcije okoljske 
dsRNA skozi zunanje plasti telesa ali iz črevesja ter glede sposobnosti sistemskega širjenja in 
učinkovitega delovanja. Transgene rastline, ki izražajo dsRNA preko vnesenih (trans) genov, 
sicer kažejo manjšo škodo na pridelku, vendar efektivno uničenje populacije rastlinskih 
škodljivcev še ni bilo doseženo (Baum in sod., 2014). 
6.1 KORENINSKA ABSORBCIJA IN STEBELNA INJEKCIJA 
6.1.1 Koreninska absorbcija 
Dokazovanje koncepta za in planta dsRNA vnos, brez transformacije, so prvi opisali Hunter in 
sod. (2012). Odrasla trta in drevesa citrusa so bila izpostavljena dsRNA preko spreja, 
namakanja korenin ali stebelne injekcije. V 6 let starih drevesih citrusov, visokih 2.5m, je bila 
zaznana dsRNA, s tarčnim genom za arginin kinazo, vse do 7 tednov po samo enem tretiranju 
z 2g dsRNA v 15L vode. Privzeta dsRNA se je razširila po drevesu citrusa, kar dokazuje 
povišana umrljivost Diaphorina citri, ki se prehranjuje s floemom (Hunter in sod., 2012). Ti 
rezultati podpirajo možnost za široko uporabo RNAi, predvsem z namakalnimi sistemi. Po 
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floemu se pretakajo prenašalni proteini, hormoni, nukleinske kisline,.. Nasprotno se po ksilemu 
transportirajo voda in ioni in ni prisotne RNA. Floemski tok je okolje brez RNaz, kar pomeni, 
da je dsRNA v tem okolju lahko stabilna dalj časa (Doering-Saad in sod., 2002). Ko signal za 
utišanje doseže tarčno tkivo, pride do molekularnega transporta simplastično preko 
plazmodezme ali apoplastično preko celičnih sten (Melnyk in sod., 2011). Širjenje dsRNA po 
rastlini je sistemski. Kljub potrditvi koncepta se je potrebno zavedati, da bi navedene strategije 
zahtevale masovno produkcijo dsRNA, predvsem zaradi prehodnega delovanja, kar bi 
zahtevalo velik denarni vložek. Poleg tega vzbuja skrb tudi nekontrolirano sproščanje dsRNA 
v okolje, predvsem iz namakalnih sistemov. 
6.1.2 Stebelna injekcija 
Stebelne injekcije so izvedljive pri trajnicah in sadnem drevju, kjer namaknje ni možno. Če bi 
želeli te rastline namakati, bi jih bilo potrebno presajati, kar bi jim povzročilo velik stres in bi 
potrebovala več let, da si opomorejo. Pri trajnicah in sadnem drevju so velik problem koreninski 
škodljivci. Injekcije v deblo drevesa lahko dostavijo dsRNA v ksilem in floem, kjer se nato 
razširi vse do korenin in poganjkov. Ta metoda predstavlja okolju prijazno alternativo v 
primerjavi s tradicionalnimi insekticidnimi razpršili, saj deluje lokalno in le na tarčne 
organizme (Joga in sod., 2016). 
6.2 ŠKROPLJENJE 
Pri tej metodi je dsRNA ali siRNA sintetizirana in vitro in nato poškropljena po površini 
rastline. Glede te metode so bili na začetku pomisleki, zaradi siRNA degradacije ob takšnem 
načinu aplikacije. Vendar novejše raziskave kažejo, da je to učinkovita strategija za vnos 
dsRNA/siRNA na tarčno rastlino (Mamta in Rajam, 2017). Miguel in Scott (2016) sta v svojih 
raziskavah poškropila tarčno rastlino z dsRNA s tarčnim aktinskim genom in s tarčnim 
organizmom koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata). Rezultati so pokazali, da so 
poškropljene rastline ostale zaščitene pred koloradskim hroščem 28 dni pod pogoji v 
rastlinjaku. DsRNA je ostala stabilna na listih potem, ko se je posušila. Ta metoda predstavlja 
enostaven način, vnosa dsRNA na tarčno rastlino, saj ni časovno in delovno zahtevna. Slabost 
škropljenja je, da zahteva velike količine dsRNA ali siRNA, kar predstavlja velik strošek in 
naredi metodo stroškovno neugodno. Poleg tega je neučinkovita pri škodljivcih, ki se 
prehranjujejo s floemskim sokom (Miguel in Scott, 2016; Li in sod., 2015). 
6.3 BAKTERIJE IN VIRUSI 
6.3.1 Bakterije 
Vnos dsRNA preko bakterij predstavlja cenejšo alternativo v primerjavi z in vitro sintetizirano 
dsRNA (Huvenne in Smagghe, 2010). To strategijo so uporabili na koloradskem horšču 
(Leptinotarsa decemlineata) z gojenjem rekombinantne E. coli, s petimi tarčnimi mRNA. 
Rekombinantne bakterije so na rastline nanesli s špricanjem. Po zaužitju bakterij je smrtnost 
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med testno populacijo hroščev signifikantno narasla in upadla je njihova telesna teža (Zhu in 
sod., 2011). 
6.3.2 Virusi 
Za produkcijo dsRNA lahko kot vektorje uporabimo tudi viruse. Rastline se na okužbo z virusi 
odzovejo preko siRNA poti. Če v umetno kloniran rastlinski virus vstavimo RNAi sekvenco 
specifično za določen organizem, bo rastlina proizvajala specifične siRNA za tarčno žuželko 
(Nandety in sod., 2015). RNAi učinek se lahko sproži, ko se žuželka prehranjuje z rastlino 
okuženo s takšnim virusom, ki proizvaja specifične siRNA. Vsi rastlinski virusi po rastlini 
potujejo sistemsko po floemu. Zato so najbolj optimalne tarče, žuželke, ki se hranijo s 
floemskkim sokom. Za potrditev tega koncepta, sta Wuriyanghan in Falk (2013) uporabila 
rekombinantni mozaični virus tobaka (TMV) in za tarčo izbrala organizem Bactericera 
cockerelli. Po hranjenju na rastlini okuženi z rekombinantnim TMV, ki je vseboval sekvence 
B. cockerelli za aktin in V-ATPazo, se je v tarčnih žuželkah zmanjšala tarčna mRNA produkcija 
in imeli so manjše število potomcev.  
 
Žuželke so znani gostitelji virusov, ki so vrstno specifični, kot na primer baculovirus, 
picornavirus in parvovirus. Za spopadanje s problemom naraščujoče populacije škodljivcev, bi 
lahko te vrstno specifične viruse razvili tako, da bi izražali specifično dsRNA za tarčni gen. 
Opisan pristop, bi bil najbolj uporaben pri nadzorovanju škodljivcev pri lesnatih kmetijskih 
vrstah (trte, jablane, ostalo sadno drevje), kjer je razvoj transgenih rastlin težaven. Takšne 
viruse bi lahko nato vnesli direktno med populacije rastlinskih škodljivcev s škropljenjem 
okuženih nasadov (Swevers in sod., 2013). 
6.4 TRANSGENE RASTLINE 
Za kmetijske namene, kjer so obdelovalne površine ogromne, je za zaščito rastlin pred 
škodljivci s tehnologijo RNAi najobetavnejši pristop gensko spremenjenih rastlin. Za varstvo 
poljščin pred rastlinojedimi žuželkami je potrebno preoblikovati rastlinski genom tako, da 
izraža tarčno dsRNA (Mamta in Rajam, 2015).  Za produkcijo transgenih rastlin je izvedena 
stabilna transformacija z RNAi vektorjem, ki v transgeni rastlini producira tarčne dsRNA. 
RNAi vektor vsebuje sekvenco tarčnega gena v smerni in protismerni orientaciji, ki je medseboj 
ločena z intronom. Po zaužitju dsRNA iz transgene rastline, le-ta vstopi v telo žuželke, kjer v 
celicah sproži zagon RNAi poti, kar vodi v utišanje tarčnega gena. Ustvarjanje transgenih rastlin 
je bolj praktična metoda od ostalih, saj je nezahtevna za delavce na polju in ekonomična. 
Slabost je le to, da je pred vpeljavo metode potrebna predhodna optimizacija. Težava se namreč 
pojavi pri določevanju količine dsRNA, ki je potrebna za učinkovitost, saj je težko izmeriti 
količino dsRNA, ki je zaužita pri prehranjevanju posameznih vrst žuželk (Xue in sod., 2012; 
Zhang in sod., 2013). 
 
Zotler T. Uporaba tehnologije RNAi za zatiranje rastlinskih škodljivcev. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
 
10 
 
Slika 3: Potek RNA interference v GS rastlinah (prirejeno po Mamta in Rajam, 2017). 
6.5 TRANSPLASTOMSKE RASTLINE 
Transplastomska rastlina je gensko spremenjena rastlina, vendar geni niso vnešeni v jedrno 
DNA, temveč v plastidno DNA, ponavadi v kloroplaste. Glavna prednost te metode 
transformacije je, da se plastidna DNA ne prenaša preko cvetnega prahu, to prepreči prenos 
modificiranega genetskega materiala na druge rastline.  Pri transgenih rastlinah, kjer gostitelj 
izzove RNAi, je rastlina zasnovana z RNAi vektorjem v obliki lasnične zanke, iz katerega se 
izrazi dsRNA. Pri izražanju dsRNA in planta je ta molekula razrezana na siRNA (Kumar in 
sod., 2009) in je v takšni obliki tudi zaužita s strani žuželk med hranjenjem. To lahko povzroči 
omejen učinek RNAi pri številnih žuželkah. Da bi rešili ta problem, so Zhang in sod. (2015) 
razvili rastline krompirja, tako da izražajo dsRNA v organelih, kjer ni naravno prisotne RNAi 
poti. To so naredili v kloroplastih, kjer se ravno zaradi tega razloga, dsRNA kopiči. Ko so 
krompirjeve rastline z izražanjem dsRNA v kloroplastih izpostavili ličinkam koloradskega 
hrošča je v populaciji hrošča prišlo do 100% smrtnosti. Medtem ko pri ličinkah koloradksega 
hrošča, hranjenih s transgenimi rastlinami, ki so izražale tarčno dsRNA, ni umrl noben 
organizem.  
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Slika 4: Prikaz prednosti in slabosti netransformativnih in transformativnih strategij za vpeljavo RNAi. a) Stebelna 
injekcija omogoča sistemsko širjenje dsRNA po floemu in ksilemu.  b) Namakanje rastlin omogoča vnos dsRNA 
preko korenin  (prirejeno po Joga in sod., 2016). 
6.6 IZBOLJŠAVE  RNAi UČINKOVITOSTI 
6.6.1 Nanodelci 
Aplikacija eksogene RNA je v veliki meri odvisna od varnega in učinkovitega vnosa le te v 
celico. Učinkovitost RNAi je pogojena s količino vnešene neokrnjene dsRNA v celice. Za 
zmanjšanje degradacije dsRNA na poti do celic so lahko uporabni nanodelci. Polimerni 
nanodelci so narejeni z uporabo naravnih in sintetičnih polimerov. Uporabni so predvsem zaradi 
stabilnosti, enostavnih površinskih modifikacij in okoljske varnosti (Vauthier in sod., 2003). 
 
Zhang in sod. (2010) so uporabili polimer imenovan hitozan za enkapsulacijo dsRNA. Na ta 
način so učinkovito dosegli RNAi pri komarjih. Hitozan so v organizem vnesli preko hrane. 
Takšen sistem predstavlja ekonomično rešitev. Kljub zahtevnemu tehničnemu delu, daje visoko 
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zmogljivostne rezultate (Zhang in sod., 2010). Poleg tega so ti polimeri netoksični in 
biorazgradljivi (Dass in Choong, 2008).  
6.6.2 Liposomi 
Liposomi so strukture iz naravnih lipidov. So pravtako netoksični in biorazgradljivi. V uporabi 
so predvsem pri formulaciji zdravil v farmacevtski industriji. Tanning in sod. (2016) so v 
nedavni študiji uspešno uporabili liposome za izboljšanje RNAi pri drozofili (Drosophila 
suzukii). Drozofila nima SID-1 homolognih genov, zato vnos dsRNA v organizem poteka preko 
receptorsko posredovane endocitoze (Saleh in sod., 2006). To je počasen proces in za uspešen 
privzem dsRNA v celice prebavnega trakta so potrebni transfekcijski reagenti. V študiji so 
opazili, da sama dsRNA ni povzročila utišanja mRNA, medtem ko so z uporabo Lipofectamina 
dosegli 40-50% utišanje. Zaključili so, da je uporaba liposomov kritična za dosego RNAi pri 
tem pomembnem rastlinskem škodljivcu (Tanning in sod., 2016). Uporaba liposomov 
predstavlja utemeljeno strategijo, ki bi bila primerna pri določenih škodljivcih. 
7 OMEJITVE 
Kljub temu, da je tehnologija RNAi izjemno uporabna in predstavlja obetavno strategijo za 
raziskovanje temeljnih bioloških vprašanj, kot tudi za varovanje rastlin pred rastlinskimi 
škodljivci, je še nekaj neodgovorjenih vprašanj, ki predstavljajo omejitve za nadaljnji razvoj. 
Čeprav je RNAi splošno evolucijsko ohranjen mehanizem, pride do razlik v učinkovitosti glede 
na različna taksonomska kraljestva. Učinkovitost RNAi je variabilna med različnimi geni, tkivi, 
organizmi in med različnimi življenjskimi stopnjami organizma (Mamta in Rajam, 2017).  
7.1 PREBAVA dsRNA Z NUKLEAZAMI ŽUŽELK 
Encimi, ki razgrajujejo nukleinske kisline znotraj črevesja žuželk, predstavljajo ključni del 
prebavnih sokov. DsRNA molekule predstavljajo dober substrat za te nukleaze in so zlahka 
razgrajene. Kljub temu, da so dsRNA bolj stabilne kot enovijačna RNA, je ključno, da dsRNA 
čimprej vstopi v celice, kjer jo Dicer razgradi v siRNA (Katoch in Thakur, 2012). Prvo srečanje 
dsRNA z nukleazami je že takoj ob zaužitju, kjer so prisotne v slini. Za začetek in učinkovito 
delovanje RNAi mehanizma je zato potrebna zaščita zaužite dsRNA pred nukleazami.  
7.2 KEMIČNA HIDROLIZA dsRNA S ČREVESNIM pH 
V črevesju žuželk je pH del razgrajevanja hrane. Glede na pH se aktivirajo ali deaktivirajo 
določeni encimi. Kemična hidroliza se viša z naraščujočim pH in skupaj z aktiviranimi encimi 
lahko vpliva na stabilnost dsRNA v črevesju (Hakim in sod., 2010). Zato je potrebna zaščita 
dsRNA molekul pred neugodnimi pogoji v črevesju žuželk.  
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7.3 KONCENTRACIJA MOLEKUL dsRNA 
Na optimalno koncentracijo dsRNA vpliva veliko dejavnikov, kot so vrsta žuželke, metoda 
vnosa, koncentracija transkripta tarčnega gena v žuželki in njegovi prostorski in časovni 
ekspresijski profil. Poleg tega ima velik vpliv tudi način privzema dsRNA v celice in zmožnost 
širjenja RNAi molekul (Miller in sod., 2008). Iz teh razlogov mora biti optimalna koncentracija 
določena individualno za vsak tarčni gen in organizem. Vnos visokih koncentracij dsRNA 
lahko pripelje do zvišane ali znižane učinkovitosti RNAi. Na primer na žlezah slinavke Rhodniu 
prolixus je bil zaznan povišan RNAi odgovor, ko je bila v organizem vnesena visoka doza 
dsRNA (Araujo in sod., 2006). Vzrok za tak odziv je lahko aktivacija RNAi mehanizma zaradi 
visoke koncentracije dsRNA molekul (Garbutt in sod., 2013). Po drugi strani pa lahko visoke 
koncentracije vodijo do kompeticije med dsRNA molekulami, kar vodi v prenasičenost RNAi 
mehanizma in zmanjšano učinkovitost le tega (Miller in sod., 2008). 
7.4 DOLŽINA MOLEKUL dsRNA 
Dolžina dsRNA vpliva na privzem dsRNA v celice in učinkovitost RNAi mehanizma (Saleh in 
sod., 2006). Minimalna potrebna dolžina, za doseg maksimalnega RNAi učinka, se razlikuje 
med vrstami žuželk. V večini uspešnih poskusov, kjer je bila vir dsRNA hrana, so sekvence 
dsRNA v dolžino segale od 50 do 500bp (Huvenne in Smagghe, 2010). Vendar so učinkovite 
tako dolge kot kratke dsRNA, odvisno od tarčnega organizma in gena. 
 
Veliko raziskovalnh skupin se je tekom let ukvarjalo z analizo parametrov za optimizacijo 
siRNA induciranenga utišanja genov. Med te parametre spadajo dolžina, sekundarna struktura 
in sekvenčna specifičnost siRNA dupleksa. Testirani so bili na D. melanogaster in človeških 
celicah. Ugotovili so, da mora biti sekvenca tarčnega gena izbrana v regiji od 50 do 100bp 
downstream od tarčnega kodona. Priporočeno se je izogibati 5' ali 3' neprevedenim regijam in 
regijam blizu start kodona, saj se lahko na te regije vežejo proteini ali kompleksi inicijacije 
translacije, ki lahko preprečijo vezavo siRNA ali RISC kompleksa. Vsebnost GC nukleotidov 
na siRNA je priporočljiva med 30 in 70%. Razviti so bili računalniški programi, kot je Ambion 
(www.ambion.com) za lažje načrtovanje in izbiro potencialnih siRNA, napovedujejo pa tudi 
zunaj tarčne efekte. Splošno pravilo je, da mora biti na eni verigi sekvenca AA(N19)TT, kjer 
je N katerikoli nukleotid. SiRNA molekule naj bodo dolge 21 nukleotidov in imajo 5' fosfatno 
in 3'-hidroksil skupino za učinkovitost (Elbashir in sod., 2001; Schwartz in sod., 2002; Zhang 
in Ruvkun, 2012). Male inteferenčne RNA molekule se lahko kemično sintetizira in so lahko 
komercialno dostopne, kljub temu je njihova uporaba v RNAi omejena zaradi visoke cene 
sinteze. Navedene so ključne ugotovitve različnih študij za načrtovanje siRNA. Vendar kljub 
vsem raziskavam model, ki zagotavlja ustrezno siRNA s 100% učinkovitostjo, še vedno ni znan. 
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7.5 ŽIVLJENJSKA FAZA ŽUŽELK 
Razlike v učinkovitosti RNAi pri različnih življenskih fazah žuželk so posledica fizioloških 
razlik, prav tako kot različnih genetskih karakteristik. Na večini žuželk je višja stopnja 
uspešnosti RNAi, ko so izpostavljene temu mehanizmu v zgodnejših fazah razvoja. To je 
posledica predvsem manj razvitega telesa in manjše velikosti organizma (Araujo in sod., 2006).  
7.6 ZUNAJ TARČNI EFEKTI 
Zunaj tarčni efekti so ena izmed glavnih omejitev, ko pomislimo na aplikacijo RNAi 
tehnologije. Zunaj tarčni efekt imenujemo pojav, ko pride do utišanja ne tarčnih genov v 
tarčnem organizmu ali pride do teh posledic pri netarčnih organizmih. Vzrok teh efektov je 
homologija siRNA z sekvenco netarčnega gena, predvsem v 3’ UTR regiji (Birmingham in 
sod., 2006). Da čim bolj omejimo možnost pojava zunaj tarčnih efektov oziroma se jim 
izognemo, je potrebno dobro načrtovanje in specifična izbira tarčne regije. Specifičnost RNAi 
efekta je odvisna od izbire regije gena, ki je izbran kot tarča za produkcijo dsRNA molekul. 
Whyard in sod. (2009) so potrdili, da so V-ATPazni geni, T. castaneum, M. sexta, A. pisum in 
D. melanogaster lahko specifično utišani z uporabo vrstno specifične dsRNA, brez učinka na 
druge vrste. Zunaj tarčnim efektom se lahko izognemo ali preprečimo z uporabo vrstno 
specifičnih dsRNA ali z izražanjem dsRNA na inducibilen in tkivno specifičen način. Na voljo 
so tudi različni računalniški programi in orodja za načrtovanje RNAi konstruktov brez zunaj 
tarčnih efektov (Lundgren in Duan, 2013). 
7.7 VIRUSI 
V hemolimfi žuželk se nahajajo virusi, ki predstavljajo pomembno prepreko pri učinkovitosti 
RNAi. Eden izmed načinov, kako virusi znižujejo učinkovitost siRNA poti je, da nasičijo RNAi 
mehanizem (Kanasty in sod., 2012). Poleg tega je koevolucija virusov in RNAi obrambe vodila 
v razvoj proteinov, ki blokirajo RNAi. Ti proteini se imenujejo viralni supresorji RNA utišanja 
(ang. viral suppressors of RNA silencing- VSRs) (Haasnoot in sod., 2007).  
8 VLOGA RNAi KOT BIOKONTROLA 
Sposobnost RNAi mehanizma, da zmanjša mRNA ekspresijo, je odprla številne poti za ravoj 
uporabnih aplikacij na farmacevtskih in kmetijskih področjih (Baum in sod., 2014). Uporaba 
RNAi tehnologije za vastvo rastlin pred rastlinskimi škodljivci temelji na vnosu dsRNA 
molekule v telo žuželke, kjer sproži siRNA mehanizem in povzroči utišanje tarčnega gena. 
Tarčni geni so ponavadi izbrani glede na to, ali njihovo utišanje vodi v smrt organizma ali ne. 
Se pravi ali producirajo esencialni protein za organizem ali ne. 
 
Produkti, ki imajo RNAi način delovanja, imajo večjo stopnjo selektivnosti in učinkovitosti, 
kot kar je bilo doseženo do sedaj s tradicionalinimi pesticidi. Ti produkti so načrtovani tako, da 
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imajo učinek le na tarčne organizme, medtem ko ostali ne tarčni organizmi, bližnji sorodni 
organizmi in opraševalci ostanejo neprizadeti (Sherman in sod., 2015; Bramlett in sod., 2019). 
Poleg tega je metoda fleksibilna, kar pomeni da je RNAi učinkovita za različne vrste 
organizmov in fenotipov. Produkti v razvoju, ki temeljijo na RNAi, bodo uporabni za 
kontroliranje odpornih populacij insektnih rastlinskih škodljivcev, zaradi uvedbe novega načina 
delovanja, ki ga predstavlja RNAi tehnologija. Ena izmed glavnih prednosti je tudi netoksičnost 
in biorazgradljivost, kar je zelo pomembno iz okoljevarstvenega vidika. Predstavlja trajnosten 
pristop k zatiranju rastlinskih škodljivcev. Kmetijstvo vlaga v razvoj teh izdelkov, ker vidi visok 
potencial v varnosti in specifičnosti izdelka.  
 
Biokontrola z RNAi načinom delovanja lahko obstaja v obliki spreja, granul ali pa je v 
organizem vnešene preko namakanja. Veliko zanimanja v znanstveni skupnosti je namenjeno 
transgenim rastlinam in vedno več se vlaga v razvoj in planta RNAi.  Za odobritev GS rastlin 
pridobljenih z RNAi so potrebni dolgi in dragi regulatorni postopki, ki otežujejo njihovo 
sproščanje na trg. Temu se lahko izognemo z netransformativnimi RNAi strategijami, ki so 
prav tako pokazale obetavne rezultate (Hunter in sod, 2012).  
 
V sklopu regulativnih dilem se poraja vprašanje kako zaužite male RNA vplivajo na človeka.  
Snow in sod. (2013) so izračunali, da bi za biološko relavantno količino miRNA, potrebovali 
zaužiti približno 1670 kg melone na dan. Izračunana količina zaužite melone bi zadostovala le 
za doseg potrebnega števila kopij v gastrointestinalnem traktu. Za sistemski učinek bi bila 
potrebna količina zaužite melone znatno višja, zaradi izgub pri prenosu. Izračun je temeljil na 
3 predpostavkah 1) da je v 1 mg zrelega sadja 6 x 106 kopij specifične rastlinske miRNA; 2) da 
je za tarčno represijo gena potrebno minimalno 100 kopij na celico in; 3) da je povprečno v 
človeškem telesu 1013 celic. Povprečno evropejci na dan zaužijemo 103-454 g sadja in 
zelenjave, kar je znatno manj od izračunane vrednosti, ki bi predstavljala tveganje za človeka. 
Obstaja možnost, da diete, ki vsebujejo povečane količine miRNA, povečajo vnos. Vendar, 
koncentracijski nivo endogenih miRNA prisotnih v normalnih človeških dietah, ni zadosten za 
dosego visokih koncentracij v krvnem obtoku in tkivu, da bi to vplivalo na genske regulatorne 
funkcije (Sherman in sod., 2015; Petrick in sod., 2013). Poleg tega je zgodovina varnega 
zauživanja dsRNA v naši prehrani, saj se le ta nahaja v vsej hrani rastlinskega in živalskega 
izvora. To vključuje tudi rastlinsko hrano s popolnoma enakimi sekvencami človeškim genom 
(Jensen in sod., 2013). Učinkovito delovanje eksogene dsRNA v človeškem telesu, preprečujejo 
tudi biološke bariere, kot so nukleaze, encimi in hitro prečiščevanje krvi preko ledvic (Snow in 
sod., 2013). 
9 SKLEP 
Številne študije so pokazale potencial RNAi tehnologije za varstvo rastlin pred rastlinskimi 
škodljivci. RNAi je evolucijsko ohranjen mehanizem, kar mu daje ogromno prednost, saj je 
tako pristop primeren za kontrolo vseh vrst žuželk. Uspešna uporaba RNAi pri žuželkah sproži 
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utišanje tarčnega gena in povzroči smrt, abnormalen in upočasnjen razvoj ali zmanjša vitalne 
sposobnosti, poveča občutljivost na insekticide ter prepreči razvoj odpornosti, kar omogoča 
varstvo pred tarčnim škodljivcem. Tehnologija RNAi predstavlja alternativen, okolju prijazen 
in vrstno specifičen pristop za varstvo rastlin. Uporablja se lahko v kombinaciji skupaj z Bt, saj 
se s tem upočasni razvoj odpornosti. Veliko vrst žuželk, med njimi tudi pomembni rastlinski 
škodljivci, so v procesu sekveniranja genoma. To bo omogočilo boljše razumevanje RNAi 
procesa, identifikacijo novih tarčnih genov in premagovanje dosedanjih omejitev. Z novimi 
rešitvami za dosedanje omejitve in izobraževanjem javnosti bodo biokontrole na osnovi RNAi 
na evropskem trgu v bližnji prihodnosti. 
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